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Abstrak 
Proses hidrolisis bahan berselulosa tinggi memerlukan perlakuan pendahuluan untuk memisahkan lignin dan 
hemiselulosa dari selulosa, tetapi proses ini kurang efisien dan tidak ramah lingkungan. Enzim selulase adalah 
alternatif untuk menghidrolisa selulosa karena sifat kerja enzim yang spesifik dan tidak menghasilkan limbah 
yang berbahaya serta diharapkan mampu membantu memudahkan proses perlakuan pendahuluan. Bakteri 
selulolitik penghasil enzim selulase dapat diisolasi dari limbah pertanian yang banyak mengandung selulosa 
seperti limbah padat tapioka (onggok). Hasil penelitian menunjukkan bahwa 2 isolat yaitu TO4 dan TO5 
merupakan isolat yang potensial menghasilkan selulase. Enzim selulase dari isolat TO4 dan TO5 memiliki 
aktivitas optimum pada pH 5 dan suhu 50°C dengan aktivitas enzim selulase sebesar 0,597 U/mg untuk TO4 dan 
0,557 U/mg untuk TO5. Hasil uji kemampuan enzim dalam hidrolisis bahan berselulosa tinggi seperti bagas tebu 
menunjukkan bahwa enzim selulase dari isolat TO4 mampu menghidrolisis selulosa pada bagas tebu sebanyak 
15,8% setelah direaksikan selama 120 jam. 
Kata kunci:Bakteri Selulolitik, Bagas Tebu, Onggok, Selulase, Selulosa 
 
Abstract 
The hydrolysis process of high cellulose materials requires pretreatment to separate lignin and 
hemicellulose from cellulose, but this process is less efficient and not environmentally friendly. Cellulase enzymes 
are an alternative to hydrolyze cellulose because of the specific working properties of enzymes and do not produce 
hazardous waste and are expected to help facilitate the pretreatment process. Cellulolytic bacteria that produce 
cellulase enzymes can be isolated from agricultural wastes which contain high cellulose like tapioca solid waste 
(onggok). The results showed that 2 isolates namely TO4 and TO5 were isolates with potential production of 
cellulase enzymes. Cellulase enzymes from TO4 and TO5 isolates had optimum activity at pH 5 and at 50°C with 
cellulase enzyme activity of 0.597 U/mg for TO4 and 0.557 U/mg for TO5. The test results of enzyme ability in 
hydrolysis of high cellulose materials such as sugarcane bagasse showed that the cellulase enzyme from TO4  was 
able to hydrolyze cellulose in sugarcane bagasse until 15.8% after 120 hours of reaction. 
Keywords: cellulase, cellulose, cellulolytic bacteria, sugarcane  bagasse, tapioca solid waste 
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Bahan bakar fosil khususnya minyak 
bumi yang dimiliki Indonesia jumlahnya 
semakin menipis. Menurut Abas et al 
(2015), produksi minyak bumi akan 
mengalami penurunan yang signifikan pada 
tahun 2066. Dengan demikian diperlukan 
bahan bakar alternatif untuk mengatasi 
krisis ini. Bioetanol merupakan salah satu 
alternatif pengganti bahan bakar fosil yang 
lebih ramah lingkungan.  
Selama ini etanol lebih sering 
diproduksi dari bahan baku yang berbasis 
pati yang dikenal sebagai first generation 
bioethanol. First generation bioethanol 
memiliki kelemahan yaitu, kompetisi 
dengan bahan pangan. Untuk mengatasi hal 
tersebut diperlukan bahan baku lain yang 
tidak berkompetisi dengan bahan pangan 
seperti bahan berselulosa tinggi. Etanol 
yang terbuat dari bahan baku berselulosa 
disebut juga second generation bioethanol. 
Menurut Robak dan Balcerek (2018), 
second generation bioethanol diproduksi 
dari limbah pertanian seperti bagas tebu, 
jerami, tongkol jagung dll. 
Kendala pembuatan second 
generation bioethanol adalah sulitnya 
proses hidrolisis bahan berselulosa tinggi. 
Selulosa merupakan homopolimer glukosa 
dangan ikatan β(1-4) (Festucci-Buselli et 
al, 2007). Proses hidrolisis bahan 
berselulosa tinggi memerlukan 
pretreatment untuk memisahkan lignin dan 
hemiselulosa dari selulosa. Larutan asam 
kuat dan basa kuat sering digunakan dalam 
proses pretreatment, tetapi kurang efisien 
dan tidak ramah lingkungan. Menurut Sun 
dan Cheng (2002), hidrolisis menggunakan 
metode enzimatik lebih efisien.  
Enzim selulase dapat diisolasi dari 
bakteri selulolitik yang terdapat pada 
limbah pertanian, salah satunya dari limbah 
padat tapioka (onggok). Ketersediaan 
onggok di provinsi Jawa Timur cukup 
melimpah karena produksi singkong yang 
cukup tinggi pula. Pada tahun 2015, 
provinsi Jawa Timur memproduksi 
singkong sekitar 3.161.573 ton dari total 
produksi singkong Indonesia yang 
mencapai 21.801.415 ton (BPS, 2018). 
Onggok  masih memiliki kadar selulosa 
yang tinggi yaitu sekitar 36,6% 
(Amenaghawon et al, 2014). Pada kondisi 
kadar air dan substrat selulosa yang tinggi, 
memungkinkan bakteri selulolitik hidup 
dengan baik. Pada penelitian ini dilakukan 
isolasi bakteri yang mampu menghasilkan 
enzim selulase dari onggok yang dapat 
menghidrolisis bahan berselulosa dengan 
lebih efisien sehingga diharapkan enzim 
selulase tersebut mampu membantu 
memudahkan proses pretreatment. 
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METODE PENELITIAN 
Isolasi, Seleksi dan Identifikasi Bakteri 
Selulolitik 
Sampel onggok diperoleh dari PT 
Sumber Tani, Dampit, Kabupaten Malang. 
Sampel kemudian dilakukan proses 
pengkayaan dengan cara melakukan 
inkubasi pada media CMC cair dengan 
komposisi 0,2% CMC, 0,2% NaNO3, 0,1% 
K2HPO4, 0,05% KCl, dan 0,05% MgSO4, 
0,02% pepton pada suhu 30°C, 100 rpm  
selama 72 jam (Kasana et al, 2008). Isolasi 
bakteri penghasil enzim selulase dilakukan 
dengan cara menginokulasikan hasil 
pengkayaan pada media CMC dengan 
penambahan agar 1,5% menggunakan 
metode cawan sebar. Koloni yang tumbuh 
pada cawan diwarnai menggunakan Gram 
iodin selama 3-5 menit (Kasana et al, 
2008). Zona bening yang terbentuk 
menunjukkan bahwa isolat yang tumbuh 
mampu menghidrolisis CMC. Koloni 
positif yang tumbuh kemudian dilakukan 
pemurnian dan dilakukan penentuan 
aktivitas selulolitik baik secara kualitatif 
maupun kuantitatif. Pengamatan morfologi 
koloni bakteri, pewarnaan Gram dan uji 
katalase dilakukan untuk identifikasi awal 
isolat bakteri. 
 
Uji Aktivitas Enzim 
Sebanyak satu ose isolat murni positif 
ditumbuhkan pada 5 ml media CMC cair 
selama 24 jam pada suhu 30°C, 100 rpm. 
Ekstrak kasar enzim selulase didapatkan 
setelah melakukan sentrifugasi dengan 
kecepatan 5000 rpm pada suhu 4C selama 
20 menit. Aktivitas enzim selulase diukur 
menggunakan metode DNS (3,5-
dinitrosalicylic acid). Sebanyak 1 ml 
ekstrak kasar enzim selulase direaksikan 
dengan 1 ml substrat CMC 1% selama 60 
menit. Campuran substrat-enzim kemudian 
ditambahkan 2 ml reagen DNS yang 
kemudian dipanaskan pada suhu 100°C  
selama 15 menit, kemudian absorbansi 
diukur menggunakan panjang gelombang 
540 nm. Kadar protein diuji menggunakan 
metode Bradford dan diukur absorbansinya 
pada panjang gelombang 595 nm. Satu unit 
aktivitas enzim selulase didefinisikan 
sebagai 1 μmol gula reduksi yang 
dihasilkan per ml enzim per menit.  
Karakterisasi Enzim Selulase 
Karakterisasi dilakukan untuk 
menentukan pH dan suhu optimum. 
Penentuan pH optimum untuk enzim 
selulase dilakukan dengan mereaksikan 1 
ml enzim selulase dengan 1% CMC pH 4,5-
6 pada suhu 30°C selama 15 menit. 
Sedangkan penentuan suhu optimum 
dilakukan dengan cara mereaksikan enzim 
selulase dengan 1% CMC pH optimum 
pada suhu 30-55°C selama 15 menit.  
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Hidrolisis Bahan Berselulosa 
Menggunakan Enzim Selulase Kasar 
Efektifitas enzim selulase diujikan 
pada bagas tebu. Sampel bagas tebu 
diperoleh dari Pabrik Gula Krebet, Malang. 
Sebelum digunakan bagas tebu terlebih 
dahulu dikeringkan pada suhu 70° selama 
48 jam. Bagas tebu kering kemudian 
dihaluskan dan diayak agar ukuran menjadi 
seragam. Sterilisasi dilakukan pada bagas 
tebu agar terhindar dari kontaminasi. 
Sebanyak 2 gr bagas tebu direaksikan 
dengan 25 ml buffer pH 5 dan 25 ml ekstrak 
kasar enzim selulase pada suhu 50°C 
selama 5 hari dan pengamatan kadar alfa 
selulosa diamati setiap 24 jam sekali. Kadar 
alfa selulosa ditentukan dengan cara 
mereaksikan bagas tebu yang telah 
dilakukan perlakuan menggunakan enzim 
selulase dengan larutan NaOH 17,5% 
dengan perbandingan 1:2 antara bagas tebu 
dan NaOH selama 1 jam pada suhu 
mendidih. Setelah itu bagas tebu 
dikeringkan hingga berat konstan (Lawal 
and Ughoeke, 2010; Ogazi et al, 2013). 
Alfa selulosa dihitung menggunakan 
persamaan sebagai berikut: 
 
% 𝑎𝑙𝑓𝑎 𝑠𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑎 =  
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑘𝑒𝑟𝑖𝑛𝑔 𝑎𝑘ℎ𝑖𝑟
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑏𝑎𝑠𝑎ℎ 𝑎𝑤𝑎𝑙
 × 100% 
 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Bakteri selulolitik diisolasi 
menggunakan CMC agar yang akan 
membentuk zona bening saat ditetesi 
dengan Gram iodin (Gambar 1). Iodin akan 
membentuk komplek berwarna coklat 
hingga biru kehitaman dengan selulosa, 
tetapi tidak pada selulosa yang telah 
terhidrolisis (Khatiwada et al, 2016). 
Warna kecoklatan muncul karena CMC 
tidak memiliki struktur heliks yang rapat 
seperti halnya amilosa sehingga iodin tidak 
dapat terperangkap sempurna dan 
membentuk warna biru pekat. Semakin luas 
diameter zona bening yang terbentuk, maka 
semakin tinggi pula aktifitas enzim selulase 








Gambar 1. Visualisasi aktivitas enzim 
selulase menggunakan larutan Gram Iodin 
 








TO1 6 0,023 
TO2 6 0,028 
TO3 6 0,026 
TO4 8 0,061 
TO5 8 0,048 
 
Tabel 2. Uji Morfologi dan Biokimia 




Bentuk Koloni Bulat Bulat 
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Elevasi Datar Cembung 
Bentuk Tepi Bergerigi Halus 
Warna Koloni Putih Putih 
Bentuk Sel Basil Basil 
Uji Gram + + 
 
Sebanyak 5 isolat dihasilkan dari 
proses ini. Hasil uji aktivitas enzim selulase 
secara kualitatif dan kuantitatif setelah 
proses pemurnian isolat disajikan pada 
Tabel 1. Isolat TO4 da TO5 menghasilkan 
diameter zona bening dan aktivitas enzim 
selulase yang paling besar dibandingkan 
dengan ketiga isolat lainnya. Kedua isolat 
tersebut kemudian dilakukan uji morfologi 
dan biokimia untuk identifikasi awal jenis 
mikroorganisme (Tabel 2). Berdasarkan 
hasil uji morfologi dan biokimia yang 
dilakukan pada isolat TO4 dan TO5, dapat 
diidentifikasi bahwa kedua isolat tersebut 
adalah dari jenis Bacillus sp. Menurut 
Demirkan et al (2014), Bacillus  sp., 
memiliki karakteristik berbentuk batang, 
Gram positif, pembentuk spora dan katalase 
positif. 
Produksi enzim selulase oleh isolat 
bakteri TO4 dan TO5 dipengaruhi oleh pH. 
Hal ini disebabkan karena gugus amino dan 
gugus karboksil pada enzim mudah 
dipengaruhi oleh perubahan pH. Sisi 
katalitik dan konformasi enzim dapat 
berubah jika enzim berada pada pH yang 
tidak optimum dan mengakibatkan enzim 
kehilangan aktivitasnya. Isolat TO4 dan 
TO5 memiliki pH optimum yang sama 
yaitu pada pH 5. Meskipun demikian, isolat 
TO4 memiliki aktivitas enzim yang lebih 
tinggi daripada TO5. Aktivitas enzim 
selulase dari isolat TO4 pada pH 5 adalah 
0,527 U/mg sedangkan TO5 adalah 0,498 
U/mg. CMCase yang merupakan bagian 
dari enzim selulase cenderung memiliki pH 
optimum antara pH 4-6,5 (Meryandini dkk, 
2009). Enzim selulase ekstraseluler dari 
Bacillus sp. B233 juga memiliki kondisi 
optimum pada pH 5 (Orji et al, 2016).  
Gambar 2. Pengaruh pH terhadap 




Gambar 3. Pengaruh Suhu terhadap 
Aktifitas Enzim Selulase Isolat TO4 dan 
TO5 
 
Faktor yang mempengaruhi aktifitas 
enzim selain pH adalah suhu. Ketika suhu 
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raksi mencapai suhu optimum, kecepatan 
reaksi akan meningkat karena terjadi 
peningkatan energi kinetik. Energi kinetik 
yag meningkat akan mempercepat gerak 
vibrasi, translasi dan rotasi substrat maupun 
enzim, yang pada akhirnya akan 
memperbesar peluang substrat dan enzim 
untuk bereaksi. Ketika suhu dinaikkan 
diatas suhu optimum maka kemungkinan 
denaturasi protein enzim akan semakin 
besar sehingga konformasi enzim akan 
berubah dan gugus reaktif terhambat 
(Meryandini dkk, 2009). Isolat TO4 dan 
TO5 memiliki suhu optimum pada 50°C. 
Pada suhu optimum yang sama, aktivitas 
enzim selulase isolat TO4 lebih tinggi 
daripada isolat TO5. Aktivitas enzim 
selulase dari isolat TO4 pada suhu 50°C 
adalah 0,597 U/mg dan 0,557 U/mg untuk 
enzim selulase dari isolat TO5. Menurut 
Sivakumar et al (2016), suhu optimum 
enzim selulase yang berasal dari Bacillus 
licheniformis B7 adalah 50°C. Enzim 
selulase Bacillus pumilus EB3 memiliki 
aktivitas tertinggi pada suhu 50-60°C 
(Ariffin et al, 2006).  
Enzim selulase dari isolat terpilih, 
yaitu isolat TO4 kemudian diuji 
kemampuannya dalam menghidrolisis 
substrat bahan berselulosa alami. Substrat 
bahan beselulosa yang digunakan adalah 
bagas. Bagas merupakan limbah padat 
industri gula tebu yang mengandung 
selulosa 52,7%, hemiselulosa 17,5%, lignin 
24,2%, lain-lain 5,6%  (Samsuri et al, 
2007). Pengujian enzim selulase ini 
dilakukan karena enzim akan memiliki 
aktifitas dan kemampuan mendegradasi 
yang berbeda pada jenis substrat yang 
berbeda pula. Selulosa pada bagas akan 
didegradasi menjadi glukosa yang 
selanjutnya dapat dimanfaatkan salah 
satunya sebagai bioetanol. 
Alfa selulosa adalah selulosa yang 
tidak larut pada larutan NaOH 17,5% dan 
merupakan selulosa yang sebenarnya. 
Kadar α-selulosa bagas selama fermentasi 
disajikan dalam Tabel 3. Isolat TO4 mampu 
mendegradasi bagas, hal ini ditunjukkan 
dengan menurunnya kadar α-selulosa bagas 
selama proses fermentasi. Sebelum  
fermentasi, bagas tebu memiliki kadar α-
selulosa sebesar 50,8%. Setelah jam ke-120 
kadar α-selulosa bagas dengan penambahan 
enzim selulase dari isolat TO4 turun 
menjadi 35%. Dengan kata lain isolat TO4 
dapat mendegradasi selulosa pada bagas 
sebanyak 15,8%.  
 
Tabel 3. Kadar α-Selulosa Hasil Hidrolisis 





0  50,8 
24  40,9 
48  40 
72  36,6 
96  36,3 
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Dalam mendegradasi selulosa 
menjadi glukosa, enzim selulase yang 
dibagi menjadi endo-1,4-β-glukanase (EC 
3.2.1.4), ekso-1,4-β-glukanase (EC 
3.2.1.91) dan β-glukosidase (EC 3.2.1.21) 
bekerja secara sinergis (Juturu and Wu, 
2014). Akan tetapi kendala yang sering 
terjadi adalah terhambatnya kerja enzim 
selulase karena pada kondisi alami selulosa 
berikatan kuat dengan lignin dan 
hemiselulosa. Lignin dan hemiselulosa 
membungkus dan mengikat selulosa secara 
fisik, sehingga menghambat enzim selulase 
mendegradasi selulosa. Oleh sebab itu 
peningkatan luas permukaan dan 
pengocokan pada saat inkubasi substrat-
enzim diharapkan dapat memperbesar 
kontak antara enzim selulase dan 
komponen selulosa sehingga dapat 
meningkatkan aktifitas enzim selulase. 
PENUTUP 
Kesimpulan dari penelitian ini adalah 
bahwa limbah padat tapioka (onggok) 
berpotensi memiliki bakteri yang 
menghasilkan enzim selulase. Enzim 
selulase dari isolat bakteri TO4 memiliki 
pH optimum pada pH 5 dan suhu optimum 
50°C. Isolat TO4 terbukti mampu 
mendegradasi selulosa yang terdapat pada 
bagas tebu hingga 15,8%. Saran untuk 
penelitian ini adalah isolat TO4 dapat 
dilakukan identifikasi lebih lanjut untuk 
mengetahui spesies bakteri yang lebih 
mendalam. Selain itu enzim selulase 
potensial dari isolat TO4 juga dapat 
dilakukan proses pemurnian dan uji 
stabilitas enzimnya. 
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